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CLint  intrinsic clearance 
CYP  cytochrome P450 
EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 
EMA  European Medicines Agency 
ESI  electrospray ionization 
FDA  Food and Drug Administration 
FIH  first in human 
HPLC  high performance liquid chromatography 
Km  Michaelis constant 
Ks  substrate inhibition constant 
LC  liquid chromatography 
M  mol/L 
mRNA  messenger ribonucleic acid 
MS  mass spectrometry 
MS/MS  tandem mass spectrometry 
NADP  nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
NADPH  nicotine adenine dinucleotide phosphate (reduced form) 
P450  cytochrome P450 
PP  polypropylene 
RAF  relative activity factor 
[S]  substrate concentration 
S/N  signal to noise 
SRM  selected reaction monitoring 
vi 
 
t-butyl  tertiary butyl 
TIC  total ion chromatogram 
tR  retention time 
Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethane 
U  unit 
U value  total interaction energy 
Vmax  maximum velocity 
 





















加えいずれのヒト P450とも対応関係の取れない CYP2C76が発現している（Uehara et al., 
2011）．したがって，CYP2C76はヒトとカニクイザルの薬物代謝における種差の一因とな
る可能性が考えられるが，実際，ピタバスタチン（リバロ錠）の体内動態における種差が
CYP2C76による代謝に起因することが明らかにされている（Uno et al., 2007; Yamada et al., 
2003）．カニクイザル CYP2C分子種としては，上記以外に CYP2C8および CYP2C18が同
定されている（Komori et al., 1992; Uno et al., 2010）．両分子種はヒトにおいても同定されて
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おり，ヒト CYP2C8は Paclitaxel や Amodiaquine といった医薬品の主代謝酵素であること
が報告されている（Rahman et al., 1994; Li et al., 2002）．一方，ヒト CYP2C18は，肝臓での
タンパク質としての発現量は検出限界以下であり（Läpple et al., 2003），代表的な基質はほ
とんど知られていない（Obach et al., 2001）．なお，カニクイザルにおいても CYP2C18の
発現量は低いと考えられている（Uno et al., 2010）． 
カニクイザルとヒトの CYP2C分子種のアミノ酸配列相同性を Table 1に示す（Uno et al., 
2011a）．カニクイザル CYP2C分子種は対応するヒト CYP2C分子種に対し 90%以上の高い
アミノ酸相同性を示すが，CYP2C76は例外であり，その相同性はいずれのヒト CYP2C分
子種に対しても 70%程度である． 







る CYP2C9，CYP2C19および CYP2C76の基質認識性の全体像を示した．第 II～V章では
個々のカニクイザル CYP2C 分子種に焦点を当て，第 II 章では CYP2C19，第 III 章では












め，カニクイザル CYP2C分子種の基質特異性を網羅的に解析したので，以下に詳述する．  
 
Table 1.  Amino acid identity between cynomolgus monkey and human P450 2Cs. 
 
 Human CYP2C8 Human CYP2C9 Human CYP2C18 Human CYP2C19 
Monkey CYP2C8 92 78 77 79 
Monkey CYP2C9 78 93 81 91 
Monkey CYP2C18 77 81 96 81 
Monkey CYP2C19 76 93 81 92 
Monkey CYP2C76 70 71 72 72 
“Monkey” means cynomolgus monkey. 
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第 I章 主要カニクイザル CYP2C分子種の基質認識性の全体像 
 
第 1節 緒言 
 
Williamsらは，アメリカ合衆国の処方薬トップ 200の消失経路を調べた結果，約 75%が
代謝により消失し，さらにその約 75%が P450 による代謝であったことを報告している
（Williams et al., 2004）．すなわち，P450はヒトにおける主要な薬物代謝酵素である．ヒト
においては，これまでに 50種類を超える機能的な P450分子種が同定され，その機能が明
らかとなっている（Nelson et al., 2004）．そのうち CYP1，CYP2および CYP3ファミリー
は薬物代謝に重要であり，特に CYP3A分子種（CYP3A4および CYP3A5）は P450が関与
する代謝反応に最も寄与している重要な薬物代謝酵素である．そして，CYP3A 分子種に
次いで薬物代謝への寄与が大きいのが，CYP2C 分子種（CYP2C9 および CYP2C19）であ
る（Williams et al., 2004）． 
ヒトにおいては，これまでに CYP2C 分子種として CYP2C8，CYP2C9，CYP2C18 およ
び CYP2C19の 4分子種が同定されている．肝臓における 4分子種の発現量は P450全体の
約 20%を占め，そのうち CYP2C9 の含量が最も多い．さらに，これらの分子種はすべて
80%以上のアミノ酸相同性を有し，基質認識性も重複していることから，CYP2Cはヒトに
おいて最も複雑なサブファミリーである（加藤・鎌滝，2000; Goldstein and de Morais, 1994）． 
一方，カニクイザル CYP2C分子種としてはこれまでに CYP2C8，CYP2C9，CYP2C18，
CYP2C19およびCYP2C76の5分子種が同定されている．カニクイザルのCYP2C8，CYP2C9，
CYP2C18および CYP2C19は対応するヒト CYP2C分子種に対し 90%以上の高い相同性を
示すが，CYP2C76はヒトにオーソログが存在せず，いずれのヒト CYP2C分子種に対して
もアミノ酸レベルで 70%程度の相同性しか示さない（Uno et al., 2011a）． 
カニクイザルにおいて，ヒトとの薬物代謝における種差を考える上で，ヒトで薬物代謝
への寄与が大きい CYP2C9 および CYP2C19，並びにヒトにオーソログが存在しない
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第 2節 実験材料および実験方法 
 
I-2-i 試薬 
基質として使用した 89化合物（Table I-1）は和光純薬工業株式会社，Sigma-Aldrich，Santa 
Cruz Biotechnology，コスモバイオ株式会社またはナカライテスク株式会社より購入した．
カニクイザル CYP2C9, CYP2C19および CYP2C76の組換えタンパク質は，Iwataらおよび
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Table I-1.  Eighty-nine compounds evaluated in this study 
 
Amiodarone Erythromycin Nifedipine Simvastatin 
Amitriptyline 7-Ethoxyresorufin p-Nitrophenol Sulfadiazine 
Amlodipine Fluconazole Nootkatone Sulfamethoxazole 
Amodiaquine Fluoxetine Olanzapine Sulfaphenazole 
Amoxapine Flurbiprofen Omeprazole Tacrine 
Atorvastatin Fluvastatin Orphenadrine Terfenadine 
Azamulin Fluvoxamine Paclitaxel Testosterone 
Bufuralol Furafylline Phenacetin Theophylline 
Bupropion Gemfibrozil Phenylbutazone Thiotepa 
Caffeine Ifosfamide Pioglitazone Ticlopidine 
Chlormethiazole Imipramine Piroxicam Tolbutamide 
Chlorzoxazone Irsogladine Pitavastatin Torsemide 
Citalopram Itraconazole Pitavastatin lactone Tranylcypromine 
Clomipramine Ketoconazole Pravastatin Triazolam 
Clopidogrel Lansoprazole Proguanil Trimethoprim 
Clozapine Loratadine Propranolol Troglitazone 
Coumarin Maprotiline Quercetin Troleandomycin 
Cyclophosphamide Methoxsalen Quinidine Tryptamine 
Dapson Miconazole Ritonavir Verapamil 
Dextromethorphan Midazolam Rosiglitazone Warfarin 
Diazepam Montelukast Rosuvastatin  
Diclofenac α-Naphthoflavone Salbutamol  
Efavirenz Nicardipine Sertraline  
 
I-2-ii 代謝反応 
1.5 mL容 PPチューブに 1 Mリン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）5 µL（終濃度 50 mM），基
質の 100 µMメタノール溶液 1 µL（終濃度 1.0 µM），カニクイザルCYP2C分子種（CYP2C9，
CYP2C19または CYP2C76）発現系 2.5 pmol（終濃度 25 pmol/mL）および蒸留水 72.75 µL
を添加した．さらに，5 mM β-NADP水溶液 5 µL，50 mM グルコース 6リン酸 2ナトリウ
ム水溶液 5 µL，100 U/mL グルコース 6リン酸脱水素酵素水溶液 0.25 µLおよび 500 mM
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塩化マグネシウム水溶液 6 µLを添加し，計 100 µLとした．37℃で 0，15または 30分間
反応後，LC-MS/MS測定用の内標準物質である 5 nMテルビナフィン（Positiveモード）あ





終濃度として 0，0.01，0.05，0.1および 1 μMの基質溶液を I-2-ii項に準じて調製した．
ただし，カニクイザル CYP2C分子種発現系および 100 U/mL グルコース 6リン酸脱水素




代謝反応後の基質濃度の測定は，株式会社資生堂の Nanospace SI-2 HPLCおよび Thermo 
Fisher Scientificの TSQ Quantum Ultra Triple-Quadrupole mass spectrometer（LC-MS/MS）を
用いて実施した．カラムは CAPCELL CORE C18，2.1×50 mm，2.7 µm（株式会社資生堂）
を使用した．注入量は 5（Positiveモード）または 10（Negativeモード）µLとした．移動
相は 0.1 vol%ギ酸水溶液（A液）と 0.1 vol%ギ酸メタノール溶液（B液）を使用し，グラ
ジエント法により分析した．流速は 0.4 mL/minとした．グラジエントは，B液を 2%で開
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第 3節 結果および考察 
 
I-3-i 基質消失アッセイ 
 基質濃度 1.0 μMおよび P450濃度 25 pmol/mLの条件下で 30分間代謝反応後の基質消失
率を Figure I-1に示した．本基質消失率が 20%を超えた化合物を当該 P450分子種の基質で
あると判定した．その結果，基質となった化合物数はカニクイザル CYP2C19，CYP2C9
および CYP2C76において，それぞれ 89化合物中 34化合物，20化合物および 19化合物
であった． 
P450による代謝反応はミカエリス・メンテン式に従うことから，基質濃度が高ければ，
代謝速度は大きくなり，反応をより捉えやすくなる．本検討での基質濃度は 1.0 μM であ
り，化合物が持つ一般的な Km値よりも十分に低い濃度であると考えられたため，本反応
系においては反応速度の小さい代謝反応については検出できない可能性が考えられた．実
際，既報においてカニクイザル CYP2C9は基質濃度 1 mMにおいて Diclofenacを（Mitsuda 
et al., 2006），CYP2C76は基質濃度 100 µMおよびに 20 µMにおいて Tolbutamideおよび

















Figure I-1  Substrate disappearance of 89 compounds metabolized by recombinant 
cynomolgus monkey CYP2Cs.  Substrates (1.0 µM) were incubated with each recombinant 
P450 for 30 minutes.  
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第 4節 結論 
 本検討により，カニクイザル CYP2C9，CYP2C19および CYP2C76の基質認識性の全体
像を把握することができた．89 化合物中 34化合物，20 化合物および 19化合物が，それ
ぞれカニクイザル CYP2C19，CYP2C9および CYP2C76の基質であることが明らかとなっ
た．続く第 II章，第 III章および第 IV章にて，それぞれのカニクイザル CYP2C分子種の
基質認識性について，より詳細な検討結果を記述する． 
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第 II章 カニクイザル CYP2C19の基質認識性 
 
第 1節 緒言 
 
 ヒトにおいてCYP2C19は主要な薬物代謝酵素の一つであり，S-Mephenytoin，Imipramine，
Omeprazole，Diazepam および Propranolol 等の薬物の代謝に関与することが知られている
（加藤・鎌滝，2000）．カニクイザルの肝臓においても CYP2C19の発現が確認されている．
カニクイザル CYP2C19 はヒト CYP2C19 および CYP2C9 に高い相同性を示し，アミノ酸
相同性はそれぞれ 92%および 93%である（Uno et al., 2011a）．したがって，カニクイザル
CYP2C19はヒトCYP2C19またはCYP2C9に類似した基質認識性を示すことが予想される．
これまでに，カニクイザル CYP2C19は Diclofenac，Flurbiprofen，OmeprazoleおよびWarfarin
といったヒト CYP2C基質を代謝することが報告されている（Uno et al., 2011c, 2014; Hosoi 
et al., 2012）．しかし，その基質認識性に関する網羅的な検討は行われていない． 
 そこで，本研究では市販 89化合物を用い，カニクイザル CYP2C19の基質認識性を網羅
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第 2節 実験材料および実験方法 
 
II-2-i 試薬 





 代謝反応は基本的に I-2-ii 項に準じて実施した．ただし Loratadine の代謝物分析時は，









代謝物分析は，株式会社資生堂の Nanospace Nasca2 HPLCおよび Thermo Fisher Scientific
の Q Exactive Plus hybrid quadrupole-Orbitrap mass spectrometer（LC-MS/MS）を用いて実施
した．カラムは CAPCELL PAK C18 ACR，2.1×150 mm，5 µm（株式会社資生堂）を使用
した．注入量は 10 µLとした．移動相は 0.1 vol%ギ酸水溶液（A液）と 0.1 vol%ギ酸メタ
ノール溶液（B液）を使用し，グラジエント法により分析した．流速は 0.4 mL/minとした．
グラジエントは，B液を 2%で開始し，3.0分まで維持した．3.0分から 50.0分にかけてリ
ニアグラジエントで 100%に上昇させ，55.0分まで 100%で維持した．55.1分に 2%に戻し，
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60.0 分まで 2%で維持した．ESI 法によるイオン化後，Full scan モードあるいは Data 
dependent MS2 scanモードによりデータを取得し，代謝物分析を行った． 
 
II-2-vi データ解析 
 30分間の代謝反応による基質消失率（%）の算出は I-2-v項に準じて実施した． 
 CLint値は以下の式により算出した．なお，kは縦軸（対数）に基質濃度，横軸に反応時
間（0，15および 30分）をとり，直線回帰して作成したグラフの傾きとした． 
CLint (mL/min per nmol P450) = k (/min)×(mL incubation) / nmol P450 
 
II-2-vii ドッキングシミュレーション 
 カニクイザル CYP2C19の一次配列をヒト CYP2C19の結晶構造（Protein Data Bank code 
4GQS）と照らし合わせることで，カニクイザルCYP2C19の 3次元構造をモデリングした．
モデリングにはMolecular Operating Environmentソフトウェア（version 2013.10, Computing 
Group）を使用した．ドッキングシミュレーションに先立ち，モデリングした 3 次元構造
のエネルギーを CHARMM22 force fieldにより最小化した．ドッキングシミュレーション
には ASE Dock software（Ryoka Systems）を使用し，U valueおよびヘムと代謝部位の距離
を算出した． 
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第 3節 結果および考察 
 
II-3-i 基質消失アッセイ 
 89化合物中 34化合物において 30分間代謝反応後の基質消失率は 20%を超え，カニク
イザル CYP2C19により速やかに代謝されることが示された（Figure II-1A）．これまでのヒ
ト CYP2C基質を用いた検討により，カニクイザル CYP2C19は Diclofenac，Flurbiprofen，
OmeprazoleおよびWarfarinといった薬物を代謝することが報告されている（Uno et al., 
2011c, 2014; Hosoi et al., 2012）．本研究においても，これらの化合物はカニクイザル
CYP2C19により速やかに代謝を受けた．興味深いことに，Diclofenac，Flurbiprofenおよび
Warfarinはヒトでは CYP2C9のマーカー基質であるが（Leemann et al., 1993; Lee et al., 2003; 
Rettie et al., 1992），カニクイザルでは CYP2C9ではなく CYP2C19により主として代謝され
た． 
 多くのカニクイザル CYP2C19基質は，同時に CYP2C9あるいは CYP2C76によっても
代謝を受けたが，Bufuralol，Diazepam，Diclofenac，Flurbiprofen，Loratadine，Midazolam，
Omeprazole，PropranololおよびWarfarinについては，Figure II-1Bにおける Relative ratioが
CYP2C9および CYP2C76の双方において 0.2より小さく，CYP2C19に対して高い選択性
を示した．これらの 9化合物うち Diazepamおよび Omeprazoleは，ヒトにおいても主とし
て CYP2C19により代謝されることが報告されている（Jung et al., 1997; Karam et al., 1997）．
Bufuralol，Midazolamおよび Propranololは，ヒトにおいてはそれぞれ主に CYP2D6，
CYP3A4/5および CYP2D6により代謝されるが，同時に CYP2C19の基質でもある
（Mankowski, 1999; Emoto and Iwasaki, 2007; Ward et al., 1989）．Diclofenac，Flurbiprofenお
よびWarfarinはヒトでは CYP2C9のマーカー基質である（Leemann et al., 1993; Lee et al., 
2003; Rettie et al., 1992）．Loratadineはヒト CYP2C19の阻害剤である（Nicolas et al., 1999, 
Barecki et al., 2001）．以上より，カニクイザル CYP2C19に高い選択性を示した 9化合物は




 Rendic（2002）および他の報告（Lee et al., 2003; Emoto and Iwasaki, 2007; Nicolas et al., 1999, 
Barecki et al., 2001; Scott et al., 2013; Nishiya et al., 2009; Wen et al., 2001; Rastogi and Jana, 










Clopidogrel, Clozapine, Diazepam, Fluoxetine, Gemfibrozil, Lansoprazole, Loratadine, 
α-Naphthoflavone, Nicardipine, Nootkatone, Omeprazole, Orphenadrine, Phenylbutazone, 






告のない化合物は，34化合物中 4化合物（7-Ethoxyresorufin, Methoxsalen, Pitavastatin lactone, 
および Troleandomycin）であった．以上より，カニクイザル CYP2C19の基質認識性はヒ
ト CYP2C19または CYP2C9に概ね類似すると考えられた． 






Figure II-1.  Substrate disappearance of compounds metabolized by recombinant 
cynomolgus monkey CYP2Cs.  Substrates (1.0 µM) were incubated with each recombinant 
P450 for 30 minutes. The substrates whose disappearance by CYP2C19 exceeded 20% are shown.  
Substrate disappearance (A) and the ratio relative to CYP2C19 (B) are shown. 
 
II-3-ii Loratadine代謝の固有クリアランス 
 LoratadineはヒトCYP2C19の阻害剤であることが報告されている（Nicolas et al., 1999; 
Barecki et al., 2001; EMA guideline）．また，Loratadineはヒト CYP2D6および CYP3A4
の基質であり，代謝を受け Desloratadine となる（Yumibe et al., 1996）．一方で，
Desloratadineの生成にヒト CYP2C19が関与するという報告もある（Ghosal et al., 2009）
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（Figure II-2）．Loratadine はカニクイザル CYP2C19 に高い選択性を示したが（Figure 
II-1B），カニクイザルにおける Loratadine代謝に関する報告はこれまでにない．そこで，
カニクイザル CYP2C 分子種およびヒト P450 分子種の Loratadine に対する代謝活性を
評価した．その結果，カニクイザル CYP2C 分子種において Loratadine 代謝に対する活
性はCYP2C19で大きく，CLint値はCYP2C9またはCYP2C76の約 15～30倍高かった．
この値はヒト CYP2C19または CYP2D6と同程度であり，ヒト CYP3A4の 5倍程度であ
った（Table II-1）．Ghosalら（2009）は，基質濃度 8 nMおよび 26 µMにおいて，ヒト
CYP2C19および CYP2D6による Desloratadine生成速度がヒト CYP3A4よりも 3～10







Figure II-2.  Chemical structures of loratadine and its main metabolite desloratadine 
formed by human P450s (i.e., CYP2C19, CYP2D6 and CYP3A4). 
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Table II-1.  Intrinsic clearance (CLint) values for loratadine 
 
P450 CLint (ml/min per nmol P450) 
Monkey CYP2C9 0.11 
Monkey CYP2C19 3.01 
Monkey CYP2C76 0.20 
Human CYP2C19 3.39 
Human CYP2D6 4.83 
Human CYP3A4 0.57 
“Monkey” means cynomolgus monkey. 
 
II-3-iii Loratadine代謝物の LC-MS/MS分析 
Loratadine はカニクイザル CYP2C19 並びにヒト CYP2C19，CYP2D6 および CYP3A4
により代謝されることが明らかとなったため，LC-MS/MSを用いた代謝物分析を行った．
主代謝物の保持時間（tR）およびMS/MSフラグメントがカニクイザル CYP2C19とヒト
P450 分子種で一致したことから，カニクイザル CYP2C19 においてもヒトにおける主代
謝物である Desloratadineが生成することを確認した（Figure II-3，II-4）． 
  




Figure II-3.  Chromatographic profiles of loratadine after incubation with recombinant 
cynomolgus monkey CYP2C19 (A), human CYP2C19 (B), human CYP2D6 (C), and human 
CYP3A4 (D).  Loratadine (10.0 µM) was incubated with each recombinant P450 for 60 min, and 
the reaction mixtures were analyzed by LC-MS/MS in positive full scan mode. Peak a, loratadine; 
and Peak b, desloratadine. 
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Figure II-4.  The MS/MS spectra of loratadine (a) and desloratadine (b) formed by 
cynomolgus monkey CYP2C19 (A), human CYP2C19 (B), human CYP2D6 (C), and human 
CYP3A4 (D).  Loratadine (10.0 µM) was incubated with each recombinant P450 for 60 min.  
Processed samples were analyzed by data dependent MS2 scanning mode; polarity: positive, 
normalized collision energy: 30 V, precursor ion: m/z 383.152 (a), and m/z 311.131 (b). 
 
II-3-iv ドッキングシミュレーション 
 Loratadineとカニクイザル CYP2C19およびヒト CYP2C19のドッキングシミュレーショ
ンを行った．シミュレーションの結果，Desloratadineへの代謝部位がヘムの中心を向き安
定化しており，U valueおよびヘムと代謝部位である炭素原子の距離は，カニクイザル
CYP2C19ではそれぞれ-35.0 kcal/molおよび 3.8 Åであり，ヒトCYP2C19ではそれぞれ-69.0 
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Figure II-5.  Docking simulation of the interaction of loratadine with modeled cynomolgus 
monkey (A) and human CYP2C19 (B).  Oxygen, nitrogen, and iron atoms are colored with red, 
blue, and light blue, respectively. The total interaction energies (U value) of loratadine with 
modeled cynomolgus monkey (A) and human CYP2C19 (B) were -35.0 kcal/mol and -69.0 
kcal/mol, respectively.  The distances between metabolism sites of loratadine to heme iron of 
cynomolgus monkey (A) and human CYP2C19 (B) were 3.8 Å and 3.2 Å, respectively. 
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第 4節 結論 
 
本検討により，ヒト P450 分子種の基質および阻害剤 89 化合物に対するカニクイザル
CYP2C19の基質認識性を評価した結果，34化合物がカニクイザル CYP2C19の基質となる
ことが示された．そのうち 30化合物はヒト CYP2C19あるいは CYP2C9の基質または阻害
剤として報告されている化合物であった．なお，ヒト CYP2C9 のマーカー基質である
Diclofenac，FlurbiprofenおよびWarfarinは，カニクイザルでは CYP2C9ではなく CYP2C19
により主として代謝された．Loratadine 代謝において，カニクイザル CYP2C19 はヒト
CYP2C19と同等の CLint値を示し，またヒトにおける主代謝物である Desloratadineを生成




クイザル CYP2C19のマーカー基質となる可能性が示唆された．  
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第 III章 カニクイザル CYP2C9の基質認識性 
 
第 1節 緒言 
 




れ 93%および 91%である（Uno et al., 2011a）．したがって，カニクイザル CYP2C9はヒト
CYP2C9 または CYP2C19 に類似した基質認識性を示すことが予想される．これまでに，
カニクイザルCYP2C9はTestosterone，S-MephenytoinおよびDiclofenacといったヒトCYP2C
基質を代謝することが報告されている（Mitsuda et al., 2006; Uno et al. 2006）．しかし，その
基質認識性に関する網羅的な検討は行われていない． 
 そこで，本研究では市販 89化合物を用い，カニクイザル CYP2C9の基質認識性を網羅
的に解析し，ヒト CYP2C9および CYP2C19と比較した．また，他のカニクイザル CYP2C
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第 2節 実験材料および実験方法 
 
III-2-i 試薬 
Efavirenz および 8-Hydroxyefavirenz はそれぞれ Sigma-Aldrich および Toronto Research 
Chemicals より購入した．カニクイザル CYP2B6 の組換えタンパク質は，Iwata らおよび







基質の終濃度を 1.0または 10.0 µM，反応時間を 60分間とした．また，8-Hydroxyefavirenz
生成反応の速度論的解析時は，基質の終濃度を 0.5, 2, 5, 20および 50 µMとし，タンパク
質の終濃度をカニクイザル肝ミクロソームでは 0.1 mg/mL，カニクイザル CYP2C および

















 8-Hydroxyefavirenz 生成反応の速度論的解析は，非線形回帰分析ソフト KaleidaGraph
（Synergy Software）を用いて行った．なお，基質阻害が認められた場合の回帰式は，v = Vmax 
• [S]/(Km + [S] + [S]2/Ks) とした．ただし，Ksは基質阻害定数とした． 
 
III-2-vii ドッキングシミュレーション 
 カニクイザル CYP2C9および CYP2B6の一次配列を，ヒト CYP2C9（Protein Data Bank 
code 1OG2）および CYP2B6（Protein Data Bank code 4I91）の結晶構造と照らし合わせるこ
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第 3節 結果および考察 
 
III-3-i 基質消失アッセイ 
 89化合物中 20化合物において 30分間代謝反応後の基質消失率は 20%を超え，カニク
イザル CYP2C9により速やかに代謝されることが示された（Figure III-1A）．ほとんどのカ
ニクイザル CYP2C9基質は，同時に CYP2C19あるいは CYP2C76によっても代謝を受け
たが，Efavirenzは CYP2C9に対し高い選択性を示した（Figure III-1B）．  
 Rendic（2002）および他の報告（Transon et al., 1995; Yamazaki et al., 2000; Wen et al., 2001; 















ない化合物は，20化合物中 3化合物（7-Ethoxyresorufin, Pitavastatin lactone および








Figure III-1.  Substrate disappearance of compounds metabolized by recombinant 
cynomolgus monkey CYP2Cs.  Substrates (1.0 µM) were incubated with each recombinant 
P450 for 30 minutes. The substrates whose disappearance by CYP2C9 exceeded 20% are shown.  
Substrate disappearance (A) and the ratio relative to CYP2C9 (B) are shown. 
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III-3-ii Efavirenz代謝の固有クリアランス 
Efavirenz はカニクイザル CYP2C9 に高い選択性を示したが，ヒトでは CYP2B6 のマー
カー基質であるため（Ward et al., 2003; Bumpus et al., 2006），カニクイザルおよびヒト
CYP2B6 の Efavirenz に対する代謝活性についても検討した．その結果，Efavirenz はカニ
クイザル CYP2B6 によってはほとんど代謝されず，その CLint値はカニクイザル CYP2C9
の 1/10程度であった．なお，ヒト CYP2B6による Efavirenz代謝の CLint値はカニクイザル
CYP2C9と同程度であった（Table III-1）． 
 
Table III-1.  Intrinsic clearance (CLint) values for efavirenz 
 
P450 CLint (ml/min per nmol P450) 
Monkey CYP2C9 1.54 
Monkey CYP2C19 <0.10 
Monkey CYP2C76 0.14 
Monkey CYP2B6 0.15 
Human CYP2B6 1.86 
“Monkey” means cynomolgus monkey. 
 
III-3-iii Efavirenz代謝物の LC-MS/MS分析 
ヒトにおいて，Efavirenzは主として CYP2B6により代謝され，8-Hydroxyefavirenzお
よび 8,14-Dihydroxyefavirenzが生成する（Ward et al., 2003; Bumpus et al., 2006）．一
方，カニクイザルにおいてEfavirenzはCYP2C9によって代謝を受けたことから，Efavirenz
のカニクイザル CYP2C9およびヒト CYP2B6による代謝物を LC-MS/MSを用いて分析
し，両者を比較した． 
主代謝物の保持時間（tR）およびMS/MSフラグメントがカニクイザル CYP2C9とヒト
CYP2B6 で一致したことから，カニクイザル CYP2C9 においてもヒトにおける主代謝物
である 8-Hydroxyefavirenz および 8,14-Dihydroxyefavirenz が生成することが確認され
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た（Figure III-2，III-3）．なお，カニクイザルおよびヒトの肝ミクロソームを用いた同様の
検討においても，両者で同種の主代謝物が生成することを確認した（data not shown）． 
 
 
Figure III-2.  Chromatographic profiles of efavirenz after incubation with recombinant 
cynomolgus monkey CYP2C9 (A) and human CYP2B6 (B).  Efavirenz (1.0 µM) was 
incubated with each recombinant P450 for 60 min, and the samples were analyzed by negative full 
scan mode. The mass chromatograms were obtained after background subtraction with control 
samples (reaction mixture not containing efavirenz). Peak a, efavirenz; peak b, 
8-Hydroxyefavirenz; and peak c, 8,14-Dihydroxyefavirenz. 
 




Figure III-3.  Estimated chemical structures by comparison of the MS/MS spectra of 
efavirenz (a) and its mono- (b) and di-oxidized (c) metabolites formed by cynomolgus 
monkey CYP2C9 (A) and human CYP2B6 (B).  Substrates (10.0 µM) were incubated for 60 
min. Processed samples were analyzed by targeted MS2 scanning mode; polarity: negative, 





クロソームおよびCYP2C9発現系における見かけのKm値はそれぞれ 2.5 µMおよび9.9 µM
であり，同程度であった．なお，カニクイザル肝ミクロソームでは 8-Hydroxyefavirenz生
成反応はミカエリス・メンテン型であったが，CYP2C9発現系では基質阻害が認められ，
見かけの Ks値は 3.3 µMであった（Table III-2）．肝ミクロソームにおいて基質阻害が認め
られなかった理由は不明であるが，可能性の一つとして肝ミクロソーム中に存在する他の
P450分子種や薬物代謝酵素等の影響が考えられた． 
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Km Vmax Vmax/Km Ks 
Monkey liver microsomes 2.5 ± 0.3 a 0.23 ± 0.01 b 0.09 - 
Monkey CYP2C9 9.9 ± 2.2 a 5.4 ± 1.0 b 0.54 3.3 ± 0.7 a 
Monkey CYP2C19 - <0.05 - - 
Monkey CYP2C76 - <0.05 - - 
Monkey CYP2B6 - <0.05 - - 
“Monkey” means cynomolgus monkey. 
 
a µM, b nmol/min/nmol P450.  Efavirenz (0.5, 2, 5, 20, and 50 µM) was incubated with 
cynomolgus monkey liver microsomes (0.1 mg/mL) or recombinant cynomolgus monkey CYP2C 
or CYP2B6 enzymes (10 pmol/mL) at 37ºC for 10 min in the presence of an NADPH-generating 
system. 8-Hydroxyefavirenz formation was quantified by LC-MS/MS using mefenamic acid as 
internal standard and showed linearity between 0.1-0.5 mg protein/mL in cynomolgus monkey 
liver microsomes, 10-50 pmol P450 in cynomolgus monkey CYP2C9, and reaction time range of 
10-20 min. Kinetic analysis was done using nonlinear regression analysis employing the 




 Efavirenzとカニクイザル CYP2C9および CYP2B6，並びにヒト CYP2B6のドッキングシ
ミュレーションを行った．シミュレーションの結果，カニクイザル CYP2C9およびヒト
CYP2B6では Efavirenzの 8位の炭素原子がヘムの中心を向き安定化しており，U valueお
よび 8位の炭素原子とヘムの距離は，カニクイザル CYP2C9ではそれぞれ-39.6 kcal/mol




Efavirenzの 8位の炭素原子がヘムと反対の方向を向いて安定化しており，U valueは-25.7 






Figure III-4.  Docking simulation of the interaction of efavirenz with modeled cynomolgus 
monkey CYP2C9 (A) and CYP2B6 (B) and human CYP2B6 (C) enzymes.  Oxygen, nitrogen, 
fluorine, and iron atoms are colored with red, blue, green, and light blue, respectively. The total 
interaction energies (U value) of efavirenz with modeled cynomolgus monkey CYP2C9 (A) and 
CYP2B6 (B), and human CYP2B6 (C) enzymes were -39.6 kcal/mol, -25.7 kcal/mol, and -24.5 
kcal/mol, respectively.  The distances between metabolism sites of efavirenz to heme iron of 
cynomolgus monkey CYP2C9 (A) and human CYP2B6 (C) were 6.1 Å and 6.9 Å, respectively. 
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第 4節 結論 
 
本検討により，ヒト P450 分子種の基質および阻害剤 89 化合物に対するカニクイザル
CYP2C9の基質認識性を評価した結果，20化合物がカニクイザル CYP2C9の基質となるこ
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第 IV章 カニクイザル CYP2C76の基質認識性 
 
第 1節 緒言 
 ヒトにおいて，これまでに 50種を超える P450分子種が同定され，その機能が明らかに
なっているが（Nelson et al., 2004），カニクイザルにおいても 20種を超える P450分子種が
同定されている（Uno et al., 2011a）．ほとんどのカニクイザル P450分子種のアミノ酸配列
は，対応するヒト P450分子種に対し 90%以上の相同性を示すが，CYP2C76はヒトにオー
ソログが存在せず，いずれのヒト CYP2C分子種に対してもアミノ酸レベルで 70%程度の
相同性しか示さない（Uno et al., 2011a）． 
CYP2C76 はカニクイザルの肝臓に発現しており，ヒト CYP2C 基質である Tolbutamide
の 4位水酸化反応や Testosteroneの 2α/16α位水酸化反応を触媒する（Uno et al., 2006）．ま
た，CYP2C76は 7-Ethoxyresolfineや Bufuralolのようなヒト CYP2C以外の基質の代謝にも
関与する（Uno et al., 2011b）．さらに，CYP2C76は Pitavastatinの代謝においてヒトでは報
告のない代謝物を生成する（Uno et al., 2007）．これらの報告は，CYP2C76がヒトとカニク
イザルの薬物代謝における種差の一因となる可能性を示唆している．しかしながら，カニ
クイザル CYP2C76の基質認識性に関する網羅的な検討はこれまでに実施されていない． 
 そこで，本研究では市販 89化合物を用い，カニクイザル CYP2C76の基質認識性を網羅
的に解析した．また，他のカニクイザル CYP2C分子種（CYP2C9および CYP2C19）に比
べ CYP2C76に対し比較的高い選択性を示した Nifedipineと Bupropionについて，CLint値の
算出および代謝物検索を行った．さらに，Nifedipine および Bupropion とカニクイザル
CYP2C76のドッキングシミュレーションを行った． 
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第 2節 実験材料および実験方法 
 
IV-2-i 試薬 
Nifedipine および Bupropion は和光純薬工業株式会社より購入した．Pitavastatin lactone
および Dehydronifedipineは Santa Cruz Biotechnologyより購入した．カニクイザル CYP2B6
および CYP3A4の組換えタンパク質は，Iwataらおよび Daigoらの手法（Iwata et al., 1998; 




 代謝反応は基本的に I-2-ii項に準じて実施した．ただし，Nifedipineおよび Bupropion代








IV-2-v Nifedipineおよび Bupropionの代謝物分析 
代謝物分析は，株式会社資生堂の Nanospace SI-2 HPLCおよび Thermo Fisher Scientificの
TSQ Quantum Ultra Triple-Quadrupole mass spectrometer（LC-MS/MS）を用いて実施した．カ
ラムは CAPCELL PAK C18 ACR，2.1×150 mm，5 µm（株式会社資生堂）を使用した．注
入量は 2～5 µLとした．移動相およびグラジエント条件は，II-2-v項に準じた．ESI法によ
るイオン化後，Single MS scanモードあるいは Product ion scanモードによりデータを取得









 カニクイザル CYP2C76の一次配列を，ヒト CYP2C9（Protein Data Bank code 1R9O, Wester 
et al., 2004）の結晶構造と照らし合わせることで，カニクイザル CYP2C76の 3次元構造を
モデリングした．以降の操作は II-2-vii項に準じて実施した． 
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第 3節 結果および考察 
 
IV-3-i 基質消失アッセイ 
 カニクイザル CYP2C76基質のポジティブコントロールである Pitavastatin lactone（Uno et 
al., 2007）を含む 89化合物中 19化合物において，30分間代謝反応後の基質消失率は 20%
を超え，カニクイザルCYP2C76により速やかに代謝されることが示された（Figure IV-1A）．
ほとんどのカニクイザル CYP2C76基質は，同時に CYP2C9あるいは CYP2C19によって
も代謝を受けたが，Nifedipineおよび Bupropionは CYP2C76に対し比較的高い選択性を示
した（Figure IV-1B）． 














Figure IV-1.  Substrate disappearance of compounds metabolized by recombinant 
cynomolgus monkey CYP2Cs.  Substrates (1.0 µM) were incubated with each recombinant 
P450 for 30 minutes. The substrates whose disappearance by CYP2C76 exceeded 20% are shown.  
Substrate disappearance (A) and the ratio relative to CYP2C76 (B) are shown. 
 
IV-3-ii Nifedipineおよび Bupropion代謝の固有クリアランス 
Nifedipineおよび Bupropionはヒトではそれぞれ CYP3A4および CYP2B6のマーカー基
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質であるため（Guengerich et al., 1986; Hesse et al., 2000），カニクイザルの CYP3A4および
CYP2B6 のこれらの化合物に対する代謝活性についても検討した．Nifedipine のカニクイ
ザル CYP3A4 による CLint値は CYP2C76 と同程度であった．Bupropion のカニクイザル
CYP2B6による CLint値は CYP2C76に比べ小さかった．なお，CYP2C76による代謝反応の
ポジティブコントロールである Pitavastatin lactoneの CLint値と比較し，Nifedipineの CLint
値は約 10倍大きく，一方，Bupropionの CLint値は同程度であった（Table IV-1）． 
 
Table IV-1.  Intrinsic clearance (CLint) values for CYP2C76 substrates to cynomolgus 
monkey P450s  
 
Compound 
CLint (mL/min per nmol P450) 
CYP2C9 CYP2C19 CYP2C76 CYP3A4 CYP2B6 
Pitavastatin lactone a 3.36 0.85 0.43 ND ND 
Nifedipine 0.67 0.23 4.23 6.57 ND 
Bupropion <0.10 <0.10 0.47 ND 0.19 
 
ND; not determined 
a; Pitavastatin lactone was used as positive control because CYP2C76 is important for 
monkey-specific metabolism of pitavastatin lactone (Uno et al., 2007). 
 
IV-3-iii Nifedipineおよび Bupropion代謝物の LC-MS/MS分析 
Nifedipine および Bupropion の代謝が CYP2C76 に対し比較的高い選択性を示したため，
これらの化合物のカニクイザル P450分子種による代謝物について調べた．Figure IV-2に
Nifedipineおよび Bupropion代謝物の抽出イオンクロマトグラムを示した．Nifedipineにお
いては，m/z 361にCYP2C76特異的な[M - H]-イオンが検出され，さらにm/z 345にCYP2C76
およびCYP3A4で[M + H]+イオンが検出された．Bupropionにおいては，m/z 256にCYP2C76
および CYP2B6で[M + H]+イオンが検出された．Nifedipineおよび Bupropionにおいて，そ
れぞれm/z 361およびm/z 256に認められたイオンは，親化合物より 16 Da大きいことから，
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親化合物に酸素原子が 1 つ付加した代謝物であると考えられた．また，Nifedipine におい
て m/z 345に認められたイオンは，親化合物より 2 Da小さいことから，Nifedipineの 1,4-
ジヒドロピリジン環から水素原子が 2 つ脱離した代謝物であると考えられた．なお，m/z 
345に認められた[M + H]+イオンは，ヒトでの主代謝物である Dehydronifedipineに由来す





および新規代謝物において，それぞれ m/z 222および m/z 238にシグナルが認められたこと
から，ニトロベンゼン環以外の部位に酸素原子が付加された代謝物であると推定された．
さらに，新規代謝物においてのみ m/z 206にシグナルが認められたが，これは Figure IV-3A 
(b)に示したフラグメントイオンに由来すると考えられた．以上より，この新規代謝物は
Nifedipineの 1,4-ジヒドロピリジン環のメチル基の酸化代謝物であると推定された．なお，
カニクイザル CYP2C76および CYP3A4によって生成した m/z 345のイオンについても同





ンである m/z 184は，Bupropionの t-butyl基が脱離して生じたイオンであると考えられた．
Bupropion代謝物のプロダクトイオンであるm/z 238は，Bupropion代謝物からの脱水（-H2O）
により生じたイオンであると考えられた．なお，CYP2C76により生成された Bupropion代
謝物のMS/MSスペクトルは，既報のヒトおよびラット in vivoにおける Bupropion代謝物
のMS/MSスペクトルと一致したことから（Yeniceli et al., 2011），カニクイザルにおいても





Figure IV-2.  Chromatographic profiles of nifedipine and bupropion after incubation with 
recombinant cynomolgus monkey P450s.  Substrates (1.0 µM) were incubated with each 
recombinant cynomolgus monkey P450 for 0 (control) or 30 min, and the samples were analyzed 
by positive or negative single MS scan mode.  (A) Nifedipine metabolites were analyzed by 
negative mode at m/z 361 for (a) control, (b) CYP2C76, (c) CYP2C9, (d) CYP2C19, and (e) 
CYP3A4; and positive mode at m/z 345 for (a’) control, (b’) CYP2C76, and (e’) CYP3A4.  (B) 
Bupropion metabolites were analyzed in positive mode at m/z 256 for (a) control, (b) CYP2C76, 
(c) CYP2C9, (d) CYP2C19, and (e) CYP2B6. 
 




Figure IV-3.  Comparison of the MS/MS spectra of nifedipine or bupropion to those of their 
metabolites formed by cynomolgus monkey CYP2C76 or CYP3A4.  Substrates (20.0 µM) 
were incubated with CYP2C76 for 30 min, and the samples were analyzed in positive or negative 
product ion scan mode.  (A) Nifedipine and its oxidative metabolite were analyzed (scan mode: 
negative, scan range: m/z 50-365, and collision energy: 15 V).  (B) Dehydronifedipine and 
nifedipine metabolites were analyzed (scan mode: positive, scan range: m/z 50-365, and collision 
energy: 45 V).  (C) Bupropion and its oxidative metabolite were analyzed (scan mode: positive, 




 Nifedipineおよび Bupropionとカニクイザル CYP2C76のドッキングシミュレーションを
行った．シミュレーションの結果，Nifedipineにおいては 1,4-ジヒドロピリジン環のメチ
ル基の炭素原子がヘムの中心を向き安定化しており，U valueおよび炭素原子とヘムの距
- 45 - 
 




れ-29.2 kcal/molおよび 6.5 Åであった（Figure IV-4B）．したがって，ドッキングシミュレ
ーションによる解析からも本炭素原子が CYP2C76による代謝部位となる可能性が示唆さ
れた．以上，ドッキングシミュレーションと LC-MS/MSにより得られた解析結果は一致し
た．上述の解析結果から推定された Nifedipineおよび Bupropionのカニクイザル P450分子
種による代謝物の構造を Figure IV-5に示した． 
 
Figure IV-4.  Docking simulation of the interaction of nifedipine and bupropion with 
modeled CYP2C76 enzyme.  Oxygen, nitrogen, and iron atoms are colored with red, blue, and 
light blue, respectively. The total interaction energies (U value) of nifedipine (A) and bupropion 
(B) with modeled CYP2C76 enzyme were -36.1 kcal/mol and -29.2 kcal/mol, respectively. The 
distances between metabolism sites of nifedipine (A) and bupropion (B) to heme iron were 4.6 Å 
and 6.5 Å, respectively.  












Figure IV-5.  Putative structure of nifedipine and bupropion metabolite formed by 
cynomolgus monkey P450s. 
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第 V 章 カニクイザル CYP2C8 の基質認識性およびヒト CYP2C8 基質である
化合物 Aのヒト初回投与量算出 
 
第 1節 緒言 
 
 ヒトにおいて薬物代謝に主として寄与する CYP2C分子種は CYP2C9および CYP2C19
であるが（Williams et al., 2004），Paclitaxelや Amodiaquineのように，ヒトにおいて主とし





カニクイザルの肝臓においても CYP2C8 の mRNA 発現が確認されている．カニクイザ
ル CYP2C8 はヒト CYP2C8 に高い相同性を示し，アミノ酸相同性は 92%であることから
（Uno et al., 2011a），カニクイザル CYP2C8はヒト CYP2C8に類似した基質認識性を示す
ことが予想される．これまでに，カニクイザル CYP2C8 は Paclitaxel，Flurbiprofen，
S-Mephenytoinおよび Tolbutamideといったヒト CYP2C基質を代謝することが報告されて
いる（Uno et al., 2007, 2011c）．しかし，その基質認識性に関する網羅的な検討は行われて
いない．そこで，本研究ではカニクイザル CYP2C9，CYP2C19および CYP2C76の評価に
使用した市販 89化合物のうち，ヒト CYP2C8の基質および阻害剤を中心とした 22化合物
を用いてカニクイザルCYP2C8の基質認識性を網羅的に解析し，ヒトCYP2C8と比較した． 
























の凍結肝細胞，肝ミクロソームおよび P450分子種発現系を用いた in vitro試験から，化合
物 Aの CLint値，生成する主代謝物および代謝に寄与する P450分子種の情報が取得されて









 ヒトの肝ミクロソームおよび P450分子種発現系を用いた in vitro試験から，化合物 Aの
代謝に主として寄与する P450分子種は CYP2C8であり，一部は CYP3A4によって代謝を





Figure V-1.  Contribution ratio for the disappearance of compound A by human P450s. 
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第 2節 実験材料および実験方法 
 
V-2-i 試薬 
Amodiaquine および Quercetin は Sigma-Aldrich より購入した．Montelukast および
Rosiglitazoneは和光純薬工業株式会社より購入した．化合物 Aは合成品を使用した．カニ
クイザル CYP2C8の組換えタンパク質は，Iwataらおよび Daigoらの手法（Iwata et al., 1998; 
Daigo et al., 2002）に従い，大腸菌を宿主とし発現させた後に精製したものを使用した．そ
の他の試薬の入手先および調製方法は I-2-i項および IV-2-i項に準じた． 
 
V-2-ii 代謝反応 
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第 3節 結果および考察 
 
V-3-i 市販 22化合物の基質消失アッセイ 
 22化合物中5化合物において代謝活性は 0.27 nmol/min per nmol P450を超え（すなわち，
30分間代謝反応後の基質消失率が 20%を超え），カニクイザル CYP2C8により速やかに代
謝されることが示された（Table V-1）．ガイドライン上では，これらのうち Amodiaquine
はヒト CYP2C8の基質であり，Montelukastおよび Quercetinはヒト CYP2C8の阻害剤であ
った．Rosiglitazoneはヒト CYP2C8の基質および阻害剤の両方を満たす化合物であった．
一方，Loratadineはガイドライン上ではヒト CYP2C19の阻害剤であるが，その代謝活性は
0.28 nmol/min per nmol P450（すなわち，30分間代謝反応後の基質消失率が 21.1%）であり，
その値は本試験系の境界値付近であった．以上より，カニクイザル CYP2C8の基質認識性
はヒト CYP2C8に類似すると考えられた． 





および Tolbutamideといったヒト CYP2C基質を代謝することが報告されていた（Uno et al., 
2007, 2011c）．Paclitaxelはヒト CYP2C8のマーカー基質であるが，Paclitaxelのカニクイザ
ルCYP2C8によるCLint値はヒトの 1/667であることが報告されている（Emoto et al., 2013）．
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本研究では評価対象としなかった．なお，Paclitaxelについてもカニクイザル CYP2C分子
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Table V-1.  Rates of substrate disappearances mediated by recombinant cynomolgus 
monkey CYP2C8 
 
Compounds Activity, nmol/min per nmol P450 Note 
Amodiaquine  1.28 Human CYP2C8 substrate 
Bufuralol < 0.27  
Bupropion < 0.27  
Chlorzoxazone < 0.27  
Coumarin < 0.27  
Diclofenac < 0.27  
Efavirenz < 0.27  
7-Ethoxyresorufin < 0.27  
Flurbiprofen < 0.27  
Gemfibrozil < 0.27  
Loratadine  0.28 Human CYP2C19 inhibitor 
Midazolam < 0.27  
Montelukast  0.65 Human CYP2C8 inhibitor 
Nifedipine < 0.27  
Omeprazole < 0.27  
Pioglitazone < 0.27  
Quercetin  1.15 Human CYP2C8 inhibitor 
Rosiglitazone  0.53 Human CYP2C8 substrate/inhibitor 
Paclitaxel < 0.27  
Tolbutamide < 0.27  
Trimethoprim < 0.27  
Warfarin < 0.27  
 
Compounds (1.0 µM) were incubated with recombinant cynomolgus monkey CYP2C8 at 37°C for 
30 min. 
  





Figure V-2.  Substrate disappearance of compounds metabolized by recombinant 
cynomolgus monkey CYP2Cs.  Substrates (1.0 µM) were incubated with each recombinant 
P450 for 30 minutes.  
 
V-3-ii 化合物 Aの基質消失アッセイ 
 化合物 Aの 30分間代謝反応後の基質消失率は，カニクイザル CYP2C8および CYP3A4
において，それぞれ 82.7%および 25.4%であった．カニクイザル CYP2C9，CYP2C19およ
び CYP2C76においては，いずれも数%程度であった（Figure V-3）．したがって，カニクイ
ザルとヒトで化合物 Aの代謝に寄与する P450分子種は類似していることが示唆された． 





出することができる（Venkatakrishnan et al., 2000）．一方，カニクイザルにおいては各 P450
分子種に選択的な基質またはその代謝反応が確立されていないため，RAF法を適用するこ


















Figure V-3.  Substrate disappearance of compound A metabolized by recombinant 
cynomolgus monkey CYP2Cs and CYP3A4.  Substrates (1.0 µM) were incubated with each 
recombinant P450 for 30 minutes. 
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第 4節 結論 
 
ヒト CYP2C8の基質および阻害剤を中心に，ヒト P450分子種の基質および阻害剤 22化
合物に対するカニクイザル CYP2C8の基質認識性を評価した結果，新たに Amodiaquine，
Quercetin，Montelukastおよび Rosiglitazoneの 4化合物がカニクイザル CYP2C8の基質であ
ることが明らかとなった．これら 4化合物はヒト CYP2C8の基質または阻害剤として報告
のある化合物であったことから，カニクイザル CYP2C8はヒト CYP2C8に類似した基質認
識性を示すことが示唆された．なお，Amodiaquine および Montelukast はカニクイザル














































カニクイザル CYP2C76基質には，CYP2C以外を含む種々のヒト P450 分子種の基質また
は阻害剤が含まれており，CYP2C76 が様々な構造の化合物の代謝に関与することが示唆




第 V 章ではカニクイザル CYP2C8 の基質認識性について詳細を示した．検討の結果，
カニクイザル CYP2C8はヒト CYP2C8に類似した基質認識性を示すことが示唆された．ま
た，AmodiaquineおよびMontelukastはカニクイザル CYP2C8のマーカー基質となる可能性
が示唆された．さらに，第 V 章では本研究の医薬品開発への応用例として，化合物 A の
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